












Relationships between chemical species and distribution of phosphorus across density 






































外ろ過法，および 13C-CP/MAS NMR法を組み合わせて化学形態を明らかにした． 












10.2–15.4倍増加し，リン酸モノエステル類は 1.1–1.3倍増加した．限外ろ過法と 31P-NMR を組み合
わせた結果，すべての試験区の高分子量(> 10 kDa)画分に含まれるリン酸モノエステル類の濃度は，
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土大国である(Takahashi and Shoji, 2001)．黒ボク土は，国内の総農耕地面積の 29% (神田ら, 2017)，
普通畑の 47% (高田ら, 2011)を占め，国内の農業生産を支えている．国内に分布する黒ボク土は，
















ンの蓄積機構に影響する(Hashimoto et al., 2012)．黒ボク土はリン収着量が顕著に多く，収着に関わ
る土壌特性として，土壌 pH，炭素含量(Ige et al., 2007)，粘土含量(Shoji and Ono, 1978)，酸性シュウ





et al. (2012)は日本国内 671地点の黒ボク土のデータを基に多変量解析の一種であるパス解析を行
い，アロフェン質黒ボク土では Alox，非アロフェン質黒ボク土ではピロリン酸抽出アルミニウム(Alp)が，
それぞれの黒ボク土のリン収着を規定することを報告した．Alox はアロフェン・イモゴライトなどの非晶
質アルミノシリケート，Alp はアルミニウム-有機物複合体を抽出すると考えられている(Wagai et al., 
2013)．すなわち，アロフェン質と非アロフェン質黒ボク土にそれぞれ含まれるアルミニウムの化学形
態がリン収着能に関わってることを示唆している．このことは，各種抽出法や吸着等温線を両黒ボク



























まれる有機物と無機物の割合で規定される．無機物である鉱物の真比重は一般的に 2.3–2.8 g cm−3
の範囲にあり，アロフェンやイモゴライトでは 2.7–2.8 g cm−3(Wada and Wada, 1977)，鉄鉱物では 3.8–
5.3 g cm−3の範囲にある(Cornell and Schwertmann, 2006)．一方で有機物の真比重は 1.3–1.6 g cm−3





土壌有機物の安定性(14C)は増加する(Baisden et al., 2002; Crow et al., 2015; Jones and Singh, 2014; 
Sollins et al., 2009; Sollins et al., 2006). 一方，リンに着目した比重分画法に関する報告は少なく
(Pierzynski et al., 1990; Six et al., 2001)，リンの蓄積を比重階層と関連付けて検証した事例はこれま





土壌に含まれるリンの化学形態は，主に抽出法の結果を基に推測されており，特に Hedley et al. 
(1982)による手法が広く用いられている(Hashimoto and Watanabe, 2014; Redel et al., 2008; Takeda et 
al., 2009; Yamamoto et al., 2018)．この方法は土壌に H2O，NaHCO3，NaOH，HCl溶液を逐次的に






いる(Hedley et al., 1982)．Hedley 法以外にも，アルミニウムと鉄に収着したリンを区別するために，
NH4F溶液を追加した改良法なども提案されている(Abdala et al., 2015)．抽出法は簡便だが，各種抽
出液の pH やイオン強度のみに基づいた分画であり，リンの化学形態を直接同定していない
(Frossard et al., 1994; Hunger et al., 2005; Takamoto and Hashimoto, 2014)．多くの研究で，Hedley法
における HCl 抽出後の残渣に含まれるリンは，アルミニウムや鉄と結合していることが残渣に含まれ
る元素の定量によって推測(Klotzbücher et al., 2019)，ならびに分光分析(Gu et al., 2020; Hunger et 
al., 2005; Takamoto and Hashimoto, 2014) によって同定されている．また，各抽出液に含まれるリン
は，前処理なしでモリブデンブルー比色法(Murphy and Riley, 1962)で測定した濃度を無機態リン，
ペルオキソ二硫酸カリウム分解法(Martin et al., 1999)後のリン濃度から，無機態リン濃度を差し引い
た値を有機態リン濃度として算出している．しかし，モリブデンブルー比色法はオルトリン酸を定量す
る方法であり，無機態リン画分に含まれるピロリン酸やポリリン酸が有機態リン画分に含まれてしまう




(X-ray absorption near-edge structure, XANES)が挙げられる(Beauchemin et al., 2003; Hashimoto et 
al., 2014; Hashimoto and Watanabe, 2014; Negassa et al., 2010; Takamoto and Hashimoto, 2014)．
XANES 法は非破壊分析で，かつ対象の相に関係なく試料中のリンの化学形態を同定できる利点を
有する．実際の化学形態の同定には，当該試料から得られたリンのＸ線吸収スペクトルに対して，複
数の標準物質の測定によって得られたスペクトルを残差が最小となる線形結合  (Linear 
Combination Fitting: LCF)することで，化学形態を特定する．特に，カルシウム，アルミニウム，または
鉄と結合した無機態リンは，それぞれのＸ線吸収スペクトルに特徴的なピークがあるため，これら 3種
のリン組成割合の算出にXANES法は有用である(Beauchemin et al., 2003; Hashimoto and Watanabe, 
2014; Prietzel et al., 2016; Sato et al., 2005)．一方，ほとんどの有機態リンの XANES スペクトル形状





2003; Brandes et al., 2007; Kruse and Leinweber, 2008; Toor et al., 2005)．有機態リンが異なる金属陽
イオンと結合した状態(例：鉄またはマンガンに結合したフィチン酸)にあっても，XANES スペクトルの
形状に大きな違いは認められなかった(He et al., 2007)．このことは，XANES法によるリンの化学形態
の同定は，無機態リンでは有効だが，有機態リンでは困難であることを示唆している(Negassa et al., 
2010)． 
有機態リンの化学形態の同定で最も用いられている方法は，溶液 31P 核磁気共鳴(NMR)分光分
析である(Cade-Menun and Liu, 2014; Hill and Cade-Menun, 2009; Turner et al., 2003)．リン化学種ご
とにリン核種の化学的環境が異なるため，化学シフト値からリン化学種を同定する．例えば，フィチン
酸などのリン酸モノエステル類は 2.9–5.7，6.4–7.7 ppm，DNA などのリン酸ジエステル類は-3.0–2.5 
ppmの範囲にピークが確認できる(Hill and Cade-Menun, 2009; Turner et al., 2003)．NMRによる解析
の結果，環境試料に含まれる有機態リンはリン酸モノエステル類が主要な化学形態で，畑地土壌で
全リン含量の 20–50%を占め，森林土壌では 80%近くを占めることがある(Abdi et al., 2014; Cade-
Menun, 2015; Hashimoto and Watanabe, 2014; Wei et al., 2014; Zhang et al., 2012)．特にリン酸モノエ
ステル類のなかでも，myo-イノシトール 6 リン酸(IHP)が他と比べて顕著に蓄積しているとこれまで考
えられてきた(Hill and Cade-Menun, 2009; Turner et al., 2002)．しかし，近年では myo-IHPなど特定
の有機態リン化学種を区別せずに，リン酸モノエステル類として一括りに割合や濃度として報告され
ている場合が多い(Doolette et al., 2011; Jarosch et al., 2015; McLaren et al., 2015; McLaren et al., 
2019)．その理由に，リン酸モノエステル類の化学シフト範囲の大部分を凸状のブロードピークが占め
ており，特定の有機態リン化学種ピークを分けて解析するのが困難なためである．ブロードピークが
生じる理由として，1)複数の有機態リン化学種ピークの重複(Doolette et al., 2011)，2)鉄やマンガンを
はじめとした常磁性イオンによる S/N比の低下(Vestergren et al., 2012)，3)高分子または超分子の形
態をとった化合物へのリンのエステル結合(McLaren et al., 2015)が挙げられる．現時点では 3番目の
仮説が最も有力で，この形態のリンは「（超）高分子態リン」または「Humic-P」と呼ばれている
(Doolette et al., 2011; McLaren et al., 2015; McLaren et al., 2019)．McLaren et al. (2019)がブロードピ










過やゲルろ過クロマトグラフィーを用いて分画して定量する研究が報告されている(Condron and Goh, 
1989; Hens and Merckx, 2001; Jarosch et al., 2015; McLaren et al., 2015)．McLaren et al. (2015)は> 
10 kDa画分に含まれるリンはリン酸モノエステル類が主で，そのピークの大部分が凸状のブロードピ
ークであることを示した．Jarosch et al. (2015)は> 5 kDa画分に含まれるリンの 90%以上はモリブデン
非反応性リンで，かつ酵素による加水分解を受けないことを示した．分子量を考慮すると，高分子量
画分に含まれるリンは土壌有機物と密接に関わっており，Humic-P であると考えられる．また，







究が，NMR 法や XANES 法などの分子分光分析を導入して様々な土壌目で行われてきた(Cade-
Menun et al., 2017; Koch et al., 2018; Koopmans et al., 2003; Liang et al., 2017; Yamamoto et al., 2018; 
Yan et al., 2018)．これら研究の共通点に，堆肥や化学肥料を長期に施用された土壌は，無施肥土
壌または自然土壌に比べ，無機態リン濃度が顕著に増加することが挙げられる．Yamamoto et al. 
(2018)は畑地に堆肥を継続して投入すると，投入堆肥に含まれていたリンの主要な化学形態である
Fe 結合態リンが増加したことを報告している．一方で，施肥や栽培が土壌中の有機態リン動態に及






Liang et al. (2017)は水田で堆肥を施用した試験区に含まれる有機態リン濃度は，堆肥無施用区に
比べて高いことを示した．リン肥料の施用により減少した有機態リンの化学種は，リン酸モノエステル







(Briceño et al., 2004; Briceño et al., 2006; Redel et al., 2008; Takahashi and Anwar, 2007; Takeda et al., 
2009)．この方法に加えて，NMR法(Briceño et al., 2004; Briceño et al., 2006; Kobayashi et al., 2016)
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連関 [本研究は Geodermaに掲載された，Takamoto et al., 2021] 
第 1節 はじめに 
リン収着能が顕著に高い黒ボク土は，主要な粘土鉱物の組成の違いで，アロフェン質と非アロフェ
ン質黒ボク土に分けられる．前者はアロフェン，イモゴライトおよびプロトイモゴライトで，後者はアルミ
ニウム/鉄-土壌有機物複合体および 2:1型層状ケイ酸塩鉱物である(Shoji et al., 1993)．特に，アロフ
ェン質黒ボク土では非晶質アルミノシリケートであるアロフェン・イモゴライト，非アロフェン質黒ボク土











因で決定される(Sollins et al., 1999; Turchenek and Oades, 1979; Wagai et al., 2020)．一般的に，無機
物である鉱物の真比重は 2.3–2.8 g cm−3 の範囲にあり，アロフェンやイモゴライトでは 2.7–2.8 g 
cm−3(Wada and Wada, 1977)，鉄鉱物では 3.8–5.3 g cm−3 の範囲にある(Cornell and Schwertmann, 
2006)．一方で，土壌に含まれる有機物の真比重は鉱物よりもずっと小さく，1.3–1.6 g cm−3 の範囲に








al., 1990; Six et al., 2001)．Pierzynski et al. (1990)は，粘土画分を比重< 2.2，2.2–2.5，> 2.5 g cm−3の
3段階で分画し，< 2.2 g cm−3画分が最も全リン濃度が高かったことを報告した．Six et al. (2001)は細
粒シルト(2–20 μm)の比重 2.0–2.2 cm−3画分を 1H-NMR および 31P-NMR で分析し，水素は脂肪族
炭化水素，リンはリン酸モノエステル類として存在していることを示した．リンに対して，土重有機物に
含まれる炭素は，土壌への比重分画法が最も研究が行われている元素である(Sollins et al., 2009; 
Sollins et al., 2006)．一般的に比重が大きくなるにつれて，全炭素濃度，全窒素濃度，CN比，および
リグニン含有量は減少し，微生物作用を受けた土壌有機物(δ13C，δ15N の濃縮)の割合と土壌有機物
の安定性(14C)が増加する(Baisden et al., 2002; Crow et al., 2015; Jones and Singh, 2014; Sollins et al., 
2009; Sollins et al., 2006)．一方で，リンの蓄積を比重階層と関連付けて検証した事例はこれまでない
ため，炭素および窒素との連関は不明である．土壌の炭素と窒素の生物学的作用は，リンによる制






逐次抽出法(Hedley法)，P K吸収端 X線吸収微細構造分光法(XANES)および 31P-NMRを組み合
わせて，土壌のリンを比重階層別に濃度と化学形態の観点から解析した．アロフェン質では非晶質
アルミノシリケート，非アロフェン質ではアルミニウム-有機物複合体がリン収着能に関わっていると考









第 2節 材料および方法 
供試土壌の物理・化学的性質 
アロフェン質黒ボク土(つくば土壌)は，農研機構農業環境変動研究センター(茨城県つくば市)で
行われているダイズ・冬コムギの輪作圃場(36°01′N, 140°07′E, 21 m a.s.l)の作土層(0–20 cm)から採
取した．非アロフェン質黒ボク土(川渡土壌)は東北大学川渡フィールドセンター(宮城県大崎市)のジ
ャガイモ作付後圃場(38°44′N, 140°45′E, 190 m m.s.l)の Ap層(0–16 cm)から採取した．つくば土壌は
Hydric Hapludand (Soil Taxonomy)および Hydric-Silic Andosol (World Reference Base for Soil 
Resources)，川渡土壌は Alic Hapludand (Soil Taxonomy) およびMelanic Aluandic Andosol (World 
Reference Base for Soil Resources)に分類される．今回採取した両黒ボク土は物理性，化学性および
農業生産性の観点から研究がなされ(Asano and Wagai, 2014; Saigusa et al., 1994; Shoji and Fujiwara, 
1984; Wagai et al., 2013)，つくば土壌の採取地点に関する詳細な情報はWagai et al. (2018)，川渡土
壌は Ito and Saigusa (1996)に記載されている．つくば土壌は，Asano and Wagai (2014)で報告されて
いる土壌と同じものを本研究では供試している．両黒ボク土は風乾した後に 2 mmの篩にかけて，基
本的な化学性を Sparks et al. (1996)に基づいて分析し(n = 2)，Table 2-1 と Table 2-S1にまとめた． 
  
比重分画法 
つくば土壌および川渡土壌の比重分画は，Wagai et al. (2018)を参考に行った．ポリタングステン
酸ナトリウム(Na6(H2W12O40)・H2OTM，SOMETU，以下 SPT)をイオン交換水で溶解し， SPT 溶液の
比重(密度)を 1.6，1.8，2.0，2.25，2.5 (g cm−3)に質量を実測し，調整した．2 mm に篩別した風乾土
壌 10 gを 50 mL容ポリプロピレンチューブに秤量し，比重 1.6に調整した SPT溶液を 35 mL加え，
120 rpmで 1時間以上振とうした．振とう後，20 minの遠心分離(3500 rpm)を行い，上澄み液に浮遊
する粒子をメンブレンフィルター(0.45 μm)で回収した(< 1.6)．これらの操作を，浮遊する粒子がなくな
るまで 3回繰り返した．回収した< 1.6画分は，溶液の電気伝導率が 50 mS cm−1になるまでイオン交
換水で洗浄した．洗浄した< 1.6 画分は，40 oC で乾燥した．< 1.6 画分は後の分析に必要な量を確





ンチューブに比重 1.8の SPT溶液を 35 mL加え，再び振とう・遠心分離の操作を行い，上澄み液に
浮遊する粒子を 250 mL遠心ボトルで回収し(1.6–1.8画分，F1)，溶液の電気伝導率が 50 mS cm−1
になるまでイオン交換水で洗浄した．洗浄した 1.6–1.8 画分は，40 oC で乾燥させた．同様の操作を
比重 2.0，2.25，2.5 SPT溶液で行い，1.8–2.0 (F2)，2.0–2.25 (F3)，2.25–2.5 (F4)，> 2.5 (F5) g cm−3
画分を回収した．1.6 以降の各比重分画段階では，上澄み液に浮遊する粒子がなくなるまで，同じ
操作を 3回繰り返した． 
両黒ボク土の F1–F5 画分に含まれる全リン，Al，Fe 濃度は H2O2-HClO-HNO3-HF 溶液で分解し
た後(n = 2)，ICP-AES(SPECTRO ARCOS, HITACHI High-Technologies, Japan)で測定した．つくば
土壌の各比重画分に含まれるピロリン酸(Alp，Fep，Sip)および酸性シュウ酸塩(Alox，Feox，Siox)で抽
出されるアルミニウム，鉄，およびケイ素濃度は Wagai et al. (2015)に報告されている値を採用した．
川渡土壌の各比重画分に含まれるピロリン酸および酸性シュウ酸塩で抽出されるアルミニウム，鉄，
およびケイ素濃度は，Asano and Wagai (2014)に準じて抽出操作を行い，抽出液を原子吸光光度計
(Z-5010, HITACHI High-Technologies, Japan)で測定した． 
 
逐次抽出法（Hedley法）を用いたリンの化学形態分画 
分画前土壌(以降，Bulk)および F1–F5画分に含まれるリンは，Hedley et al. (1982)と Hashimoto et 
al. (2014)を参考に分画した．各風乾試料 0.2 gを 50 mL容ポリプロピレンチューブに秤量し(n = 3)，
試料に 30 mL のイオン交換水(H2O)を添加して 16 時間振とうした．振とう後，遠心分離(10 分間，
9000 g)で得られた上澄み液をメンブレンフィルター(0.45 μm)でろ過し，溶液は分析まで 4oC で保存
した．抽出後の土壌試料について，同様の操作を 0.5 M NaHCO3，0.1 M NaOH，1.0 M HCl溶液を
用いて実施した．各ろ液中の無機態リン濃度(Pi)は，モリブデンブルー比色法(Murphy and Riley, 
1962)によって測定した．ろ液中の全リン濃度(Pt)は，ろ液をペルオキソ二硫酸カリウム分解法(Martin 











に供したのは，つくば土壌では Bulk と F2–4画分，川渡土壌では Bulk と F1–3画分である．分光結
晶には InSb(111)を用い，K2SO4の硫黄の K吸収端 XANES の white-line (2481.7 eV)でキャリブレ
ーションした．メノウ乳鉢で微粉砕した試料をカーボンテープ上にのせ，サンプルホルダーに貼付け
た後， XANES スペクトルを蛍光検出法で測定した．リン化合物の標準試料は，Fe・Al 収着態 P ，
hydroxyapatite (Ca5(PO4)3(OH))を含む 20 種を分析した(Figure 2-S2)．得られたすべてのスペクトル
は Athena software (Ravel and Newville, 2005)を用いて，バックグラウンドを除去し規格化した．つく
ば土壌および川渡土壌のBulkおよび比重画分へのLinear combination fitting (LCF)は，2130–2180 
eVの範囲で，測定した標準試料スペクトルから 2つ選ぶ組み合わせ全てで行った．LCF結果は，残
差値(R 値)が小さい順に，上位 3 つの組み合わせを採用した(Yamamoto and Hashimoto, 2017; 




(Turner et al., 2003)．分析に供したのは，つくば土壌では Bulk と F2–4画分，川渡土壌では Bulk と
F1–3画分である．各風乾試料 1.0 gを 50 mL容ポリプロピレンチューブに秤量し(n = 2)，試料に 0.25 
M NaOH と 0.05 M EDTA を混合した抽出液を 20 mL加え，4時間振とうした．振とう後，30分の遠
心分離(9000 rpm)を行い，上澄み液をメンブレンフィルター(0.45 μm)でろ過した．ろ液から 3 mL 分
注し，ろ液に含まれる Piと Pt濃度は前述の方法で測定し，有機態リン(Po)濃度は Ptから Piを差し引
いた値とした．残りの抽出液は 1 つにまとめ，−80 oC で凍結した後，凍結乾燥させた．凍結乾燥した
試料をメノウ乳鉢で粉砕し，粉砕後の試料 100 mgを 5 mL容マイクロチューブに秤量した．試料を 1 
M NaOH 0.9 mL と重水(99.95%，和光純薬) 0.1 mLで溶解して 30分混和し，溶液を 5 mm NMR試





定した．31P(202.47 MHz)の測定条件は，室温 22 oC，フリップ角 45o，観測範囲−25–25 ppm，遅延時
間 1 s，取り込み時間 2.58 s，積算回数 6800-22000回， 1H デカップリングありで行った．得られたス
ペクトルは，Delta NMR Software 5.0.4(日本電子)で処理・解析した．すべての NMR スペクトルは 2 
Hzでラインブロードニング処理した後，オルトリン酸ピークを 6.0 ppmにあわせて規格化した．規格化
した NMR スペクトル中のピークは，オルトリン酸(6.0 ppm)，ピロリン酸(−4.3 ppm)，ポリリン酸(−3.9 
ppm)，リン酸モノエステル類(2.9–5.7，6.4–7.7 ppm)，リン酸ジエステル類(−3.0–2.5 ppm)としてリン化
学種を同定し，各ピーク面積を積分してそれぞれのリン形態の割合を求めた(Turner et al., 2003)． 
 
第 3節 結果 
供試土壌の化学性 
つくば土壌および川渡土壌の化学性を Table 2-1に示した．pH (H2O)はつくば土壌と川渡土壌で
同じ値だった．つくば土壌の全炭素濃度は川渡土壌の約半分で，全窒素濃度も川渡土壌に比べて
低かった．つくば土壌の Aloxおよび Feox濃度は川渡土壌の 2倍以上高かったのに対し，Alpおよび
Fep濃度は半分以下であった．酸性シュウ酸塩で抽出される非晶質アルミニウム・鉄およびピロリン酸
で抽出されるアルミニウム・鉄-有機物複合体の抽出効率は 80–100%と推測されている(Wagai et al., 
2013)．したがって，つくば土壌は川渡土壌に比べて，非晶質アルミニウム・鉄(シュウ酸塩可溶)に富
み，アルミニウム・鉄-有機物複合体(ピロリン酸可溶)が少ないことが確認された(Borggaard, 1992; 
Hashimoto et al., 2012; Loveland and Digby, 1984; Parfitt and Childs, 1988; Shoji and Fujiwara, 1984; 
Wagai et al., 2013)． 
 
Table 2-1. Soil pH and elemental concentrations of Tsukuba (allophanic) and Kwatabi (non-allophanic) soils.  
Soil pH (H2O) Total C Total N Total P Alp Ald Alox Fep Fed Feox 
    ------------------g kg-1------------------ 
Tsukuba 6.0 47.9 4.0 2.0 5.6 25.4 45.5 1.2 71.6 22.2 
Kawatabi 6.0 90.4 5.8 2.0 16.6 16.7 19.6 6.2 19.5 9.8 
pH: determind by a soil to solution ratio of 1:2.5 
Alp and Fep: elements extracted by pyrophosphate solution extraction 
Ald and Fed: elements extracted by dithionite solution extraction 








比重< 1.6 画分を含めた回収率はつくば土壌で 107%，川渡土壌で 95%であった．つくば土壌では
F3画分(2.0–2.25 g cm−3)が総質量の 44%を占め，以下 F4画分(2.25–2.5 g cm−3，23%)，F5画分(> 
2.5 g cm−3，21%)と続き，これら 3画分が土壌の総質量の 88%を占めた．川渡土壌では，F4画分が
総質量の 32%を占め，以下 F5画分(22%)，F2画分(2.0–2.25 g cm−3，21%)と続き，これら 3画分が
土壌の総質量の 75%を占めた． 
両黒ボク土の比重画分において，炭素濃度は比重が増加するにつれて減少した(Figure 2-2a)．こ
の結果は，既報の結果とよく一致していた(Sollins et al., 2009; Sollins et al., 2006; Wagai et al., 2018)．
つくば土壌の比重画分のリンは，主に F1–3 画分(1.6–2.25 g cm−3)に蓄積し，F1 から F5 画分のリン
の合計量の 73%を占めていた(Figure 2-2b)．特に F2–3画分(1.8–2.25 g cm−3)のリン濃度は，他の比
重画分に比べて高かった(Figure 2-2b)．川渡土壌では F1–2画分(< 2.0 g cm−3)にリンが蓄積してお
り，他の比重画分と比べても顕著に高かった(Figure 2-2b)．また，川渡土壌の F4–5 画分のリン濃度
は，つくば土壌よりも低かった(Figure 2-2b)．これらの結果から，両黒ボク土とも低比重から中比重画
分(1.6–2.25 g cm−3)にリンが蓄積し，川渡土壌ではより低比重画分(< 2.0 g cm−3)にリンが蓄積してい
たことが分かった． 
川渡土壌に含まれる FepとAlp濃度は比重が増加するにつれて減少し，特に低比重画分(F1–2，<2.0 
g cm−3)に蓄積していた(Figure 2-2c, e)．しかし，つくば土壌の Fepと Alp濃度は比重によらず，それぞ
れ 5 g kg−1と 3 g kg−1と一定であった(Figure 2-2c, e)．F1–2画分の Feox濃度は両黒ボク土で同程度
だった．一方，川渡土壌の F4–5画分(> 2.25 g cm−3)の Feox濃度は，つくば土壌の F4–5画分よりも
顕著に低かった(Figure 2-2d)．つくば土壌では，比重が大きくなるにつれてAlox濃度が増加し，F3画
分(2.0–2.25 g cm−3，67 g kg−1)で最大となった(Figure 2-2f)．しかし，川渡土壌では F1から F5へと比
重が増加するにつれて，Alox濃度は 42 g kg−1から 7.0 g kg−1に減少する傾向がみられた (Figure 2-
2f)．つくば土壌の Alp/Alox比と Fep/Feox比は，比重に関わらず 0.3 と 0.07 と一定だったのに対し，川






Figure 2-1. Mass distribution (%, w/w) of density fractions of Tsukuba (allophanic) and Kawatabi (non-allophanic) soils. F1: 

























Figure 2-2. Concentrations of total C, total P, Fep, Feox, Alp, Alox, Sip, and Siox from low- to high-density fractions of Tsukuba 
(allophanic) and Kawatabi (non-allophanic) soils. For the Tsukuba soil, the data were reported in Wagai et al. (2020). F1: 1.6–


























































































































濃度(4.4–29 g kg−1)は，川渡土壌(0.8–2.1 g kg−1)に比べて高かった(Figure 2-2h)．このことは，つくば
土壌は川渡土壌に比べて，アロフェンやイモゴライトのような非晶質鉱物が多量に含まれていること




る Piと Pt濃度を示した．つくば土壌(76%，1.5 g kg−1)および川渡土壌(63%，1.3 g kg−1)の Bulkに含
まれる Pt濃度は NaOHで最も抽出され，Piも同様であった(つくば土壌：89%，1.1 g kg−1，川渡土壌：
75%，0.9 g kg−1)．NaOHで抽出されるリンは，アルミニウムや鉄の(水)酸化物と結合していると推定さ
れている(Hedley et al., 1982)．このことから，本研究で用いた両黒ボク土のリンは主にアルミニウムま
たは鉄結合態として存在していることが示唆される．Pt のうち，NaOH抽出画分に次いで多い画分は，
どちらの黒ボク土も残渣態リンであった(つくば土壌：12%，0.3 g kg−1，川渡土壌：17%，0.4 g kg−1)．ア
パタイト様のリンと考えられている HCl抽出された Pi と Ptは，両黒ボク土で 6%未満(< 0.2 g kg−1)と
少なかった．つくば土壌に含まれる NaHCO3- Pt (5%，0.1 g kg−1)は，川渡土壌(15%，0.3 g kg−1)に比
べて少なかった．NaHCO3で抽出されたリンは可給性が高いと考えられ(Hedley et al., 1982)，川渡土
壌はつくば土壌に比べリンの生物利用率が高いことが示唆される． 
Bulk と同様に，両黒ボク土の比重画分に含まれる Piは NaOH で最も抽出され，つくば土壌の F1–4
画分，川渡土壌の F1–3画分に含まれる Ptも同様であった(Figure 2-3)．しかし，つくば土壌の F5画
分(52%)および川渡土壌の F4–5 画分(66–83%)の Ptは，半分以上が溶媒抽出されないリン（残渣態
リン）で，その割合は比重の増加につれて高まった(つくば土壌：0 から 52%，川渡土壌：12%から
83%；Figure 2-3)．よって，両黒ボク土の Bulkに含まれていた NaOH-Pは低～中比重画分(< 2.25 g 
cm−3)，土壌中の残渣態リンの多くは，高比重画分(> 2.25 g cm−3)に由来する可能性が示唆された． 
両黒ボク土の各比重画分の全リン濃度(Figure 2-3)と質量分布(Figure 2-1)の積は 1.8–1.9 g kg−1で，
Bulk の全リン濃度(Table 2-1)の 91–93%を占めていた．回収率が 1 割ほど下がった要因として，1) 






Figure 2-3. Molybdate-reactive P (Pi) and total P (Pt) in H2O, NaHCO3, NaOH, HCl and residual pools of bulk soils and density 
fractions of (a) Tsukuba (allophanic) and (b) Kawatabi (non-allophanic). F1: 1.6–1.8 g cm−3, F2: 1.8–2.0 g cm−3, F3: 2.0–





Figure 2-4に，つくば土壌と川渡土壌の Bulk と一部比重画分の XANES と LCF スペクトルを示し
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Hashimoto, 2017)．XANES では，土壌中の有機態リン化学種の同定が困難なため(Hesterberg, 
2010; Yamamoto et al., 2018)，すべての XANESデータは無機態リン化学種の同定に用いた．両黒
ボク土の Bulk および比重画分の XANES スペクトルは，すべて Al に結合したリン標準試料のスペ
クトル(Figure 2-S2a)と形状が同じであった．また，すべてのスペクトルに 2145 eVのプレエッジ(Figure 
2-S2b)がみられなかったことから，鉄結合態リンがほとんど存在しないことを示唆している(Hesterberg 
et al., 1999)．川渡土壌の Bulk のスペクトルには，White-line ピークの高エネルギー側になだらかな
ピークが含まれ，これはカルシウム結合態リンの存在を示唆している (Hashimoto et al., 2014; 
Yamamoto et al., 2018)． 
LCF結果から，つくば土壌の Bulkに含まれるリンの 80-100%はアルミニウム結合態リン，残りが鉄結
合態リンだった(Table 2-S4)ことは，アルミニウム結合態リンがつくば土壌の無機態リンの主要形態で
あることを示唆している．つくば土壌の F2–4 画分(1.8–2.5 g cm−3)でも同様に，アルミニウム結合態リ
ンが主要なリンの形態であった(Figure 2-4，Table 2-S4)．一方，川渡土壌の Bulkにはアルミニウム結
合態リン(75%)だけでなく，カルシウム結合態リンも 25%含まれ(Figure 2-4)，すべての LCF 結果でも
カルシウム結合態リンがアルミニウム結合態リンについで 2 番目に多かった(Table 2-S5)．非アロフェ
ン質黒ボク土は作物生産を制限する交換性アルミニウムを多量に含み，畑作ではカルシウムを含む
石灰資材散布が不可欠である．川渡土壌を採取した圃場が生産圃場であることを考慮すると，石灰
資材を長期間にわたり施用していると考えられる．Bulk とは対照的に，川渡土壌の F1–3 画分(1.6–
2.25 g cm−3)の LCF 結果は，すべてアルミニウム結合態リンが主要な形態であることを示していた
(Figure 2-4，Table 2-S5)．リン含有カルシウム鉱物 (ヒドロキシアパタイト等)の比重は> 3 g cm−3で，川








Figure 2-4. Phosphorus P K-edge XANES spectra of bulk soils and selected density fractions (dotted black lines), and their 
linear combination fitting (LCF) using the reference spectra (solid gray lines). (a) Tsukuba (allophanic) soils: bulk, 1.8–
2.0 g cm−3 (F2), 2.0–2.25 g cm−3 (F3), 2.25–2.5 g cm−3 (F4). (b) Kawatabi (non-allophanic) soils: bulk, 1.6–1.8 g cm−3 (F1), 


































































少した(つくば土壌：28%から 10%，川渡土壌：42%から 35%；Table 2-2)．比重の増加に伴うリン酸モ
ノエステル類の割合減少は，NaOH-EDTA抽出液に含まれる Po割合の変化(Table 2-S6)とよく一致し
た．川渡土壌の Bulk と F2および F3画分(1.8–2.25 g cm−3)の NMRスペクトルには，myo-イノシトー
ル 6 リン酸(IHP)に該当する 4.43，4.55，4.92，5.85 ppmの 4本のピークが認められた(Figure 2-5b)．
さらに，川渡土壌の Bulk と F1，F2，および F3画分(1.8–2.25 g cm−3)の NMRスペクトルには，scyllo-
IHP に該当するピークが 4.02–4.2 ppm の範囲に含まれていた(Figure 2-5b)．一方，つくば土壌の
Bulk と比重画分の NMR スペクトルには，myo-および scyllo-IHP のピークが，川渡土壌に比べて明
瞭にみられなかった(Figure 2-5a)．ピロリン酸(−4.3 ppm)は川渡土壌では確認できなかったが，つく
ば土壌では Bulk および比重画分に< 4%含まれていた(Table 2-2)．ポリリン酸およびリン酸ジエステ







Figure 2-5. Solution 31P NMR spectra of NaOH-EDTA extracts of bulk soils and selected density fractions for (a) Tsukuba 
(allophanic) and (b) Kawatabi (non-allophanic) soils. (a) bulk, 1.8–2.0 g cm−3 (F2), 2.0–2.25 g cm−3 (F3), 2.25–2.5 g cm−3 (F4). 
(b) bulk, 1.6–1.8 g cm−3 (F1), 1.8–2.0 g cm−3 (F2), 2.0–2.25 g cm−3 (F3). A magnified scale in the phosphomonoester region is 









Table 2-2. Concentrations and relative percentage (in parentheses) of Pi and Po groups in NaOH-EDTA extracts of bulk 
and density fractions for Tsukuba (allophanic) and Kawatabi (non-allophanic) soils determined by solution 31P- NMR 
spectroscopy. 
Density Pi Po 
fraction Orthophosphate Pyrophosphate Polyphosphate Monoester Diester 
  ------------------------------------g kg-1 (%)------------------------------------ 
 Tsukuba 
F2 0.5 (69.0) 0.02 (3.1) 0 0.2 (28.0) 0 
F3 0.8 (80.4) 0.03 (2.8) 0 0.2 (16.8) 0 
F4 0.5 (87.6) 0.01 (2.0) 0 0.1 (10.4) 0 
Bulk 1.2 (83.1) 0.05 (3.8) 0 0.2 (13.1) 0 
 Kawatabi 
F1 1.0 (57.2) 0 0 0.8 (42.8) 0 
F2 1.5 (66.8) 0 0 0.7 (33.2) 0 
F3 1.1 (64.6) 0 0 0.6 (35.4) 0 
Bulk 1.3 (71.7) 0 0 0.5 (28.3) 0 
Chemical shifts correspond to orthophosphate (6 ppm)， pyrophosphate (-4.3 ppm), polyphosphate (-3.9 ppm), 
orthophosphate monoesters (6.4-7.7, 2.9-5.7 ppm), and orthophosphate diesters (-3-2.5 ppm) 
 
第 4節 考察 
比重画分に含まれるリン，アルミニウム，鉄の関係 
つくば土壌と川渡土壌で比重に沿った Fep/Feoxと Alp/Aloxの変化は顕著に異なっていた(Figure 2-
S1)．このことは，つくば土壌の比重画分に含まれるアルミニウムや鉄は非晶質または貧結晶態
(Parfitt and Childs, 1988; Rennert, 2019)で存在し，川渡土壌ではアルミニウムや鉄のコロイド(Coward 
et al., 2018; Kaiser et al., 1996; Schuppli et al., 1983)を含むアルミニウム・鉄-有機物複合体(Bascomb, 
1968; Takahashi and Dahlgren, 2016)で存在していることを示唆する． 
土壌の比重に沿ったリンの蓄積傾向とその化学形態は，つくば土壌と川渡土壌で異なった．川渡
土壌では低比重側(F1–2，1.6–2.0 g cm−3)にリンが蓄積し，つくば土壌では中比重側(F2–3，1.8–2.25 
g cm−3)に蓄積していた(Figure 2-3)．つくば土壌のリン分布は Alox の分布とよく一致(Figure 2-2b，f)
し，特に比重画分の Alox濃度は NaOHで抽出された Piと Pt濃度と正の相関を示した(r = 0.91–0.98; 
Table 2-S3)．そして，Sioxの分布(Figure 2-2h)も Aloxの分布とよく一致し，Al/Si比は 2–3の範囲にあ
った．これら結果は，つくば土壌に含まれるリンの分布は，非晶質のアルミノシリケート(アロフェン様
鉱物)が寄与していることを強く示唆している．一方で，川渡土壌のリン分布はAlpの分布とよく一致し





2-S3)していた．合成されたアルミニウム-有機物複合体の比重は< 2.0 g cm−3 であるのに対し，水酸
化アルミニウムに有機物が最大まで収着した化合物の比重は> 2.0 g cm−3 である(Kaiser and 
Guggenberger, 2007)．両黒ボク土の比重画分に含まれる Feox(r = 0.68-0.90)や Fep(r = 0.79-0.97)も
NaOH-Piおよび Ptと正の相関を示したが，Alox(r = 0.98-1.00)や Alp(r = 0.94-1.00)よりも相関係数は
低かった(Table 2-S3)．従って，川渡土壌の< 2.0 g cm−3画分で多量に蓄積していたリンは，アルミニ
ウム-有機物複合体と結合していると考えられる．しかし，両黒ボク土に含まれるアルミニウムの化学
形態の正確な定性には Al K-edge XANESをはじめとした分光分析を組み合わせる必要がある． 
両黒ボク土の比重分画に含まれる残渣態リン割合は，比重の増加につれて高まり F5 画分(つくば
土壌：52%，川渡土壌：83%)で最大となった．F5 画分は他の比重画分に比べて Alp/Alox，Fep/Feox，
および Sip/Sioxが小さく(Figure 2-S1)，Aloxと Feoxを多量に含んでいる(Figure 2-2d，f)ことから，残渣
態リンは非晶質アルミニウムまたは鉄と結合したリンと推測される．しかし，両黒ボク土の残渣態リンの
分布と Alp，Fep，Sipまたは Alox，Feox，Sioxの分布は負の相関を示した(Table 2-S3)．Velásquez et al. 
(2016)は，黒ボク土の HCl抽出後の残渣には，炭素が Aloxや Feoxよりも多く含まれていることを示し
た．また，HCl 抽出後の残渣に含まれるリンは，結晶質のアルミニウムや鉄に吸蔵されていることも報









着に寄与していると考えられてきた(Gunjigake and Wada, 1981; Hashimoto et al., 2012; Matsuyama, 






ニウムが，黒ボク土のリン収着能に寄与しているという報告がある(Honna and Oba, 1985; Kato, 1970; 
Yoshida and Kanaya, 1975)．しかし，分光法で直接的に示した決定的なデータがなく，黒ボク土のリ
ン収着にアルミニウムと鉄のどちらが主に寄与しているのかは，長らく議論が続いていた．本研究で
は，つくば土壌と川渡土壌の Bulk および比重画分に含まれるリンは，アルミニウム結合態リンとして




非アロフェン質黒ボク土である(Asano and Wagai, 2014; Saigusa et al., 1994; Shoji and Fujiwara, 1984; 
Wagai et al., 2013)．2つ目に，本研究の XANESに基づいた結果は，650点の黒ボク土のデータを
基に多変量解析することで得られた，アロフェン質は非晶質のアルミノシリケート，非アロフェン質は
アルミニウム-有機物複合体が，それぞれのリン収着に寄与するという結果(Hashimoto et al., 2012)と
よく一致することが挙げられる． 
炭素含量が高い黒ボク土では，リンの蓄積にアルミニウム複合体が深く関わっていることが，長き
にわたり議論されていた．Alp 濃度はアルミニウム-有機物複合体の濃度と考えられ(Nanzyo et al., 
1993; Percival et al., 2000; Takahashi and Dahlgren, 2016)，その濃度と非アロフェン質黒ボク土のリン
収着には強い正の相関があることがよく知られている(Gunjigake and Wada, 1981; Hashimoto et al., 
2012)．炭素含量が高い土壌でリン収着が増加するのは，アルミニウム-有機物複合体の形成に伴い，
リン収着に関与する交換基が増えるためと考えられている(Giesler et al., 2005)．アルミニウム-有機物
複合体のリンは，アルミニウムの架橋による三重複合体(P-Al-OM)の形成によると推測されている
(Gerke, 2010; Hesterberg, 2010)．また，Cambisolでもアルミニウム-有機物複合体とリンが結合してい








可能性を示唆している (Table 2-S4，S5)．特に，川渡土壌における比重画分の LCF 結果は，全リン
の> 62%がアルミニウム-有機物複合体と結合したリンが主体であることを示唆している(Table 2-S5)．
さらに川渡土壌の比重画分のうち，リン濃度が最も高かった F1 画分(1.6–1.8 g cm−3；Figure 2-2b)の







ステル類(Table 2-2)で，そのピークは 3.5–7.0 ppmの範囲でブロードであった．このブロードピークの
原因として，1)様々な有機態リン化学種の急峻なピークの重複(Doolette et al., 2011)，2)常磁性イオ
ン(例：鉄，マンガン)による S/N比の低下(Cade-Menun and Liu, 2014)，3) 高分子の土壌構成物質に
エステル結合しているリンの存在(McLaren et al., 2015)の 3 点が挙げられる．高分子に結合したリン
は，Humic-P(Doolette et al., 2011)もしくは超分子ないし高分子態リン(McLaren et al., 2015)ともよば




短い(Sollins et al., 2009; Sollins et al., 2006; Wagai et al., 2018)ことから，黒ボク土の有機態リン蓄積
には年代が比較的新しい植物由来の有機物が関わっている可能性を示唆している．また，本研究
の結果は，土壌中のリン動態を，炭素と窒素をあわせて考慮することの重要性を示している． 
川渡土壌の Bulk と比重画分の NMR スペクトルに，リン酸モノエステル類の化学シフト値範囲に






を示唆している．IHP は酸化鉄(De Groot and Golterman, 1993)や非晶質アルミニウム・鉄沈殿物
(Shang et al., 1992)に収着することが知られている．また，IHPは土壌有機物のうち，腐植酸とフルボ
酸画分に多量に含まれ(Borie et al., 1989)，生分解性が低いため安定した化学形態であると考えられ
ている(Giaveno et al., 2010; Martin et al., 2004)．特に，アルミニウムや鉄と結合した IHPはホスホモノ






第 5節 まとめ 
アロフェン質黒ボク土(つくば土壌)と非アロフェン質黒ボク土(川渡土壌)の Bulk および比重画分
に含まれるリンの分布と化学形態の同定を行った．その結果，アロフェン質では主に中比重画分
(F2–3，1.8–2.25 g cm−3)，非アロフェン質では低比重画分(F1–2，1.6–2.0 g cm−3)にリンが蓄積してい




は増加した．また，川渡土壌の中比重画分(F3，2.0–2.25 g cm−3)には myo-IHP と scyllo-IHPが蓄積
していた．すなわち，1.6–2.25 g cm−3の低～中比重画分が，黒ボク土におけるリンの主な蓄積比重階
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第 3章 分子量分画法を用いた長期間施肥された黒ボク土に含まれるリンの化学形態の同定 
 
第 1節 はじめに 
黒ボク土はリン収着量が顕著に多く，黒ボク土で特に畑作を行うには，リンの多投が不可欠である．
農耕地へ投入されたリンのうち，植物が利用するのは 10–20%で，残りは土壌に蓄積する(Matsubae-
Yokoyama et al., 2009; Sattari et al., 2012; Smil, 2000; Withers et al., 2001)．蓄積したリンは長期間に
わたり溶出するため，投入されたリンの実利用率は 50–90%と推定されている(Kleinman et al., 2011; 
Smil, 2000)．一方で，土壌へ過剰に蓄積したリンは主に水系へと流出し，流域の富栄養化など環境




で行われてきた(Cade-Menun et al., 2017; Koch et al., 2018; Koopmans et al., 2003; Liang et al., 2017; 
Yamamoto et al., 2018; Yan et al., 2018)．土壌目と肥料の種類に関わらず，無機態リン濃度は施肥量
に応じて増加していく(Cade-Menun et al., 2017; Koch et al., 2018; Koopmans et al., 2003; Liang et al., 




たことを報告した．一方で，Liang et al. (2017)は，堆肥を施用した水田土壌の有機態リン濃度は，堆
肥無施用区に比べて高いことを示した．リンの投入で減少した有機態リンは，リン酸モノエステル類，












て，1)複数の有機態リン化学種ピークの重複(Doolette et al., 2011)，2) 鉄やマンガンをはじめとした
常磁性イオンによる S/N比の低下(Cade-Menun and Liu, 2014; Vestergren et al., 2012)，3) 高分子ま
たは超分子の形態をとった化合物へのリンのエステル結合(McLaren et al., 2015)が挙げられる．現時
点では 3番目の仮説が有力で，この形態のリンは Humic-P(Doolette et al., 2011)や(超)高分子態リン
(McLaren et al., 2015)と呼ばれているが，その分子構造は不明である． 
土地管理や肥培管理で，土壌中の炭素の濃度と化学形態は大きく変化し(Kinchesh et al., 1995; 
Shrestha et al., 2015; Solomon et al., 2002)，炭素濃度は有機態リン濃度と正の相関が認められる
(Gressel et al., 1996; Hamdan et al., 2012; Möller et al., 2000; Spohn, 2020; Stutter et al., 2015)．長期
にわたる堆肥の投入は，低分子量(< 5.7 kDa)の土壌有機物の割合を増加させる(Aoyama and 
Kumakura, 2001)．このことは，分子量に基づいてリンを分画することで，土壌有機物とリン化学種の
関係を精査できる可能性を示している．Condron and Goh (1989)は，25年にわたる施肥で高分子量
画分(> 100 kDa)の有機態リン濃度が 2 倍近く増加することを報告した．有機態リンの主要な化学形
態は，高分子量の土壌有機物(> 10 kDa)とリンがエステル結合した Humic-P と考えられている





















連用圃場は 1994 年から開始し，化成肥料区(以下，化肥区)と堆肥区の 2 試験区で管理している．
両試験区の施肥量は N-P2O5-K2O = 18:18:18 g m-2 で，化肥区は高度化成肥料(N-P2O5-K2O = 
14:14:14%)，堆肥区は牛ふんオガクズ堆肥を施用し，堆肥区のリン酸不足分は熔リンを施用してい
る．化肥区と堆肥区では，イタリアンライグラス-ダイズ-秋播きコムギを 1年 1作で輪作している．未耕
地区，化肥区，堆肥区の土壌は黒ボク土(Hydric Hapludand, Soil Taxonomy)に分類され，母材が同
じである．各試験区の土壌は 0–10 cmの深さで採取して風乾し，その後に 2mmの篩にかけて，試料
の化学性および物理性について n = 2で測定した(Sparks et al., 1996)． 
 
逐次抽出法 
各試験区のリンを Abdala et al. (2015)を参考に，化学的に分画した．各風乾試料 0.2 g を 50 mL
容ポリプロピレンチューブに秤量し(n = 3)，そこへ 30 mLの 1.0 M NH4Clを添加して 1時間振とうし
た．遠心分離操作(10分間，8000 rpm)によって得られた上澄み液をメンブレンフィルター(0.45 μm)で
ろ過し，溶液は分析まで 4oCで保存した．抽出後の土壌試料へ，0.5 M NH4F，0.5 M NaHCO3，0.1 
M NaOH + 1.0 M NaCl，1.0 M HCl溶液を逐次的に添加し，振とう時間を 16時間にして，NH4Cl抽
出と同様の操作を行った．NH4F以外の抽出液に含まれるモリブデン反応性リン(Pr)は前処理せずに，





の Pr測定時にはフッ素(F)の干渉を抑えるため，15 mLの H3BO3を予め添加してから測定した． 
 
限外ろ過膜を用いた分子量分画 
 McLaren et al. (2015)を参考に，限外ろ過膜を用いて分子量分画を行った．各風乾試料 4.00 g を
50 mL容ポリプロピレンチューブに秤量し，試料に 0.25 M NaOH と 0.05 M EDTAを混合した抽出液
を 40 mL加え，16時間振とうした．振とう後，20分の遠心分離(3440 rpm)を行い，上澄み液を定量ろ
紙(Whatman No.42)でろ過した．ろ液から 1 mL分注し，Prとモリブデン非反応性リン(Pur)を定量した． 
Pur濃度は，ろ液をペルオキソ二硫酸カリウム分解法(Martin et al., 1999)で分解後の溶液に含まれる
リン濃度から，Pr の値を差し引いた値とした．残りのろ液は−80 oC で凍結した後，凍結乾燥し，メノウ
乳鉢で粉砕した．粉砕試料のうち，200 mgを5 mL容エッペンチューブに秤量し，そこに1.0 M NaOH
を 4 mL 加えて 3 分間混合した．混和試料を，10 kDa ろ過膜がついた限外ろ過装置(PALL corp，
MCP010C41)のサンプルリザーバーに移し，6000 × gで 60分間遠心分離を行った．レシーバーのろ
液(< 10 kDa)は回収後，31P-NMR分析に供した．サンプルリザーバーに残存した濃縮液(> 10 kDa)
は洗浄のために，1.0 M NaOH溶液 2 mLを添加して軽く混合した後，6000 × gで 60分間遠心分離
にかける操作を 2回行い，同様に 31P-NMR分析に供した 
 
溶液 31P-NMR 
限外ろ過前の未分画試料と，前項で分画した低/高分子量画分(< 10 kDaおよび> 10 kDa)に含ま
れるリンに対して，31P-NMR 分析を行った．未分画試料は，前項で凍結乾燥後に粉砕した試料 200 
mgを 5 mL容エッペンチューブに秤量し，1.0 M NaOH溶液 4 mLを添加し，3分間混合した．前項
で得られた< 10 kDa溶液は，2 mL分取して 5 mL容エッペンチューブに移した．同じく得られた> 10 
kDa 溶液には 1.0 M NaOH を添加して 3 mL となるように調製し，5 mL 容エッペンチューブに移し
た．各調製液に，D2Oを 0.3 mL，6.0 g L-1 メチレンジホスホン酸(MDPA) 0.1 mLを添加し，3分間混





NMRは JEOL ECA-500分光計(日本電子)で測定し，31P(202.47 MHz)の測定条件は，室温 22 ± 
1 oC，フリップ角 45o，観測範囲−25–25 ppm，遅延時間 4 s，取り込み時間 2.58 s，積算回数 6000–
13000回， 1H デカップリングありで行った．得られたスペクトルは Delta NMR Software 5.0.4(日本電
子)で処理した．すべてのスペクトルは，5 Hz でラインブロードニング処理し，MDPA ピークを 17.39 
ppm にあわせて規格化した．規格化したスペクトルは，オルトリン酸(5.9–6.2 ppm)，ピロリン酸(−4.3 
ppm)，ポリリン酸(−3.9 ppm)，リン酸モノエステル類(2.9–5.7，6.4–7.7 ppm)，リン酸ジエステル類
(−0.5–0.5 ppm)として各リン化学種のピーク面積を積分し，その割合を求めた(Turner et al., 2003)． 
 
13C-CP/MAS NMR 
試料に含まれる炭素化学種の解析に，固相 13C-NMRを行った．各風乾試料 3 gを 50 mL容ポリ
プロピレンチューブに秤量し，そこへ 30 mLの 2% HFを添加して 16時間振とうした．振とう後，10分
の遠心分離(8500 rpm)を行い，上澄みを取り除いた．この操作を 2 回繰り返した後，蒸留水で洗浄
し，洗浄操作を上澄み液の pHが 5.0を超えるまで行った．洗浄後の試料は-80 oCで凍結させた後，
凍結乾燥を行い，メノウ乳鉢で粉砕し，粉末をジルコニア管(NM-02153ST4)に充填した． 
NMR は JEOL ECA-400 分光計(日本電子)で測定し，13C(100.53 MHz)測定においては Ramp-
CP/MAS法を採用した．測定条件は室温 22 ± 1 oC，マジック角回転(MAS)10 kHz，マジック角 54.7 
o，観測範囲−100–300 ppm，データポイント数 1024，緩和時間 0.3 s，接触時間 1 ms，取り込み時間
25.5 ms，積算回数 12000–30000回で行った．得られたスペクトルは，Delta NMR Software 5.0.4(日
本電子)で処理した．すべてのスペクトルは Gauss関数 150 Hzで平滑化した後，Window関数を 400，
zerofill 4k を用いて規格化した．炭素化学種の同定については，得られたスペクトルを飽和脂肪族
炭素(0–45 ppm)，置換脂肪族炭素(45–110 ppm)，芳香族炭素(110–160 ppm)，およびカルボニル炭









第 3節 結果および考察 
土壌の基本特性 
Table 3-1に，本試験で供試した土壌の基礎的な化学性を示した．pH(H2O)が最も高かったのは堆
肥区(6.6)で，つづいて化肥区(5.8)，未耕地区(5.2)の順であった．堆肥区(2.8 g kg-1)と化肥区(2.7 g 
kg-1)の全リン含量は，未耕地区(1.3 g kg-1)よりも高かった一方で，全炭素含量はその逆であった(化
肥区：68 g kg-1，堆肥区：79 g kg-1，未耕地区：99 g kg-1)．シュウ酸塩可溶リン(Pox)は化肥区(2.5 g kg-
1)で最も高く，つづいて堆肥区(2.2 g kg-1)，未耕地区(1.1 g kg-1)の順で，各試験区の全リン含量の
79–93%を占めていた．各試験区のシュウ酸塩可溶アルミニウム(Alox)および鉄 (Feox)含量は，それ
ぞれ 50–57 g kg-1，23–29 g kg-1と顕著に高く，本試験で供試した土壌が典型的な黒ボク土特性を有
していることを示している． 
 
Table 3-1. Soil pH and total and oxalate extractable elements in the soils treated with chemical fertilizer (CF), and manure 
compost (MC) and the uncultivated soil (UC).   
Soil pH  (H2O) 
C N P Al Fe Pox Alox Feox 
------------------------------------------------------ g kg-1 ------------------------------------------------------ 
CF 5.79 68.4 4.01 2.72 75.3 63.1 2.52 57.9 29.2 
MC 6.57 79.1 4.93 2.75 69.8 58.4 2.17 51.4 25.1 
UC 5.2 99.0 5.71 1.27 60.4 54.5 1.10 50.5 23.7 
Pox, Alox, and Feox indicates the oxalate extractable P, Al, and Fe.  
 
逐次抽出法に基づいた Prの化学形態 
Table 3-2には，逐次抽出法の各画分に含まれる Pr濃度と，その回収率を示している．化肥区(1.6 
g kg-1)と堆肥区(1.6 g kg-1)の総 Pr濃度は，未耕地区(0.4 g kg-1)の 4.4–4.6倍高かった．Prの回収率
は化肥区で 60%，堆肥区で 57%，未耕地区で 29%であった．長期間にわたる化学肥料と堆肥の施
用で，土壌の Pr 濃度が増加したことは，先行研究(Cade-Menun et al., 2017; Koch et al., 2018; 
Koopmans et al., 2003; Liang et al., 2017; Yamamoto et al., 2018; Yan et al., 2018)ともよく一致する．す
べての試験区で NH4F-Prが最も濃度が高く，化肥区(1.0 g kg-1)と堆肥区(1.0 g kg-1)の NH4F-Prは未






ことを本研究は示唆している．Takamoto et al. (2021)は放射光分析の結果から，黒ボク土の耕地土壌 
 
Table 3-2. Concentrations and recovery rate of sequentially fractionation of molybdenum-reactive P in the soils treated with 
chemical fertilizer (CF), and manure compost (MC), and the uncultivated soil (UC).  
Soil 
NH4Cl NH4F NaHCO3 NaOH+NaCl HCl ΣPi Recovery rate 
----------------------------------------------- g kg-1 ----------------------------------------------- (%) 
CF tr 1.03 0.23 0.24 0.14 1.64 60 
MC tr 0.99 0.20 0.23 0.15 1.57 57 
UC tr 0.15 0.06 0.10 0.06 0.36 29 
tr: trace levels below the detection limit by ICP-AES 















含む(Kallenbach et al., 2016; Paul, 2016)．A:O-A比と Aromaticityは土壌有機物の分解程度を示し
ており(Baldock et al., 1997; Baldock et al., 1992; Kallenbach et al., 2016; Kölbl and Kögel-Knabner, 






Figure 3-1. 13C CP/MAS NMR spectra of the soils treated with repeated chemical fertilizer (a: CF soil), and manure compost 
(b: MC soil), and the uncultivated soil (c). 
 
Table 3-3. The proportion of the identified C species using 13C-CP/MAS NMR  
Soil 
Relative % of C types A:O-A Hydrophobicity 
Aromaticity 
alkyl O-alkyl aromatic carbonyl ratio index 
CF 20.1 44.9 22.6 12.5 0.45 0.74 0.29 
MC 19.3 47.5 22.8 10.3 0.41 0.73 0.30 
UC 25.7 44.7 18.2 11.4 0.57 0.78 0.22 
Chemical shifts corresponded to alkyl C (0 – 45 ppm), O-alkyl C (45 – 110 ppm), aromatic C (110 – 160 ppm), and carbonyl 
C (160 – 210 ppm) 
A:O-A ratio = (alkyl C) / (O-alkyl C) 
Hydrophobicity index = (alkyl C + aromatic C) / (O-alkyl C + carbonyl C) 






(Piccolo and Mbagwu, 1999)で，未耕地区(0.78)が化肥区(0.74)や堆肥区(0.73)よりも高い(Table 3-3)






べての試験区の回収率は 24–37%で，化肥区(371 mg kg-1)と堆肥区(539 mg kg-1)の Pr濃度は未耕
地区(74 mg kg-1)よりも 5.3–7.7 倍高かった．NaOH-EDTA 抽出液の全リン濃度に対する Purの割合
は，未耕地区(75%)が化肥区(48%)および堆肥区(47%)よりも高かった． 
Figure 3-2 に未耕地区，化肥区，および堆肥区土壌の未分画試料の NMR スペクトルを示した．す
べての試験区で主に含まれていたリン化学種は，無機態ではオルトリン酸，有機態ではリン酸モノエ
ステル類であった．化肥区(430 mg kg-1)と堆肥区(647 mg kg-1)に含まれるオルトリン酸濃度は，未耕
地区(42 mg kg-1)よりも 10–15倍高かった(Table 3-5)．長期にわたる施肥で無機態リンが顕著に増加
することは，先行研究(Cade-Menun et al., 2017; Koch et al., 2018; Koopmans et al., 2003; Liang et al., 
2017; Yamamoto et al., 2018; Yan et al., 2018)ともよく一致する．ピロリン酸ピークは化肥区と堆肥区で
は認められたが，未耕地区では検出できなかった(Figure 3-2)．リン酸モノエステル類の濃度は，化
肥区(241 mg kg-1)と堆肥区(293 mg kg-1)が，未耕地区(221 mg kg-1)よりもわずかに高かった(Table 3-
4)．しかし，スペクトルの SN比が低いため(Figure 3-2)，リン酸モノエステル類に該当する化学種を詳
細に同定することは困難であった．リン酸モノエステル類の化学シフト範囲には，凸状のなだらかな
ピークが認められ，Humic-P(Doolette et al., 2011; Jarosch et al., 2015; McLaren et al., 2015; McLaren 
et al., 2019)の存在を示唆していた．リン酸ジエステル類の濃度は，堆肥区(48 mg kg-1)と未耕地区(37 
mg kg-1)で，化肥区(23 mg kg-1)よりも高かった(Table 3-5)．有機態リンの全濃度が最も高かったのは








Table 3-4. The concentration and proportion of molybdenum-reactive (Pr) and unreactive P (Pur) and recovery rate of Ptot 
extracted by NaOH-EDTA before ultrafiltration. 
Soil 
NaOH-EDTA Recovery 
Ptot Pr Pur Pr/Ptot Pur/Ptot Ptot/TP 
 -------------------- mg kg-1 -------------------
- -------------------- % -------------------- 
CF 710 371 339 52 48 26 
MC 1016 539 477 53 47 37 
UC 300  74 226 25 75 24 
Pur = Ptot - Pr 
TP indicates total P shown by Table 1 
 
 
Figure 3-2. 31P NMR spectra of unfractionated (original) extracts, > 10 kDa fractions, and < 10 kDa fractions of the soils treated 
with repeated applications of chemical fertilizer (a), and manure compost (b), and the uncultivated soil (c). The y-axis of 







Table 3-5. The proportion of the identified inorganic (Pi) and organic (Po) P species in the > 10 and < 10 kDa fractions of NaOH-EDTA extracts using 31P-NMR   
Soil 
Molecular ------------------------- Pi ------------------------- ------------------------- Po ------------------------- 
Total Pa 
Size Ortho-P Pyro-P Total P-monoester P-diester Total 
  ---------------------------------------------------- mg kg-1 (%) ---------------------------------------------------- mg kg-1 
CF Unfractionated 430 (60.5) 16 (2.3) 446 (62.8) 241 (34.0) 23 (3.2) 264 (37.2) 710 
 > 10 kDa 14 (5.2)  14 (5.2) 224 (82.7) 33 (12.2) 257 (94.8) 271 
 < 10 kDa 342 (77.9) 15 (3.4) 357 (81.3) 82 (18.7)  82 (18.7) 439 
 Recovery (%) 82.8 93.8 83.2 127 143.5 128.4 100 
         
MC Unfractionated 647 (63.6) 28 (2.7) 674 (66.4) 293 (66.4) 48 (4.8) 342 (33.6) 1016 
 > 10 kDa 60 (13.9)  60 (13.9) 333 (76.9) 40 (9.2) 373 (86.1) 433 
 < 10 kDa 456 (78.2) 23 (3.9) 479 (82.2) 104 (17.8)  104 (17.8) 583 
 Recovery (%) 79.8 82.1 80 149.1 83.3 139.5 100 
         
UC Unfractionated 42 (14.0)  42 (14.0) 221 (73.7) 37 (12.3) 258 (86.0) 300 
 > 10 kDa 43 (16.8)  43 (16.8) 177 (69.1) 36 (14.1) 213 (83.2) 256 
 < 10 kDa 31 (67.4)  31 (67.4) 15 (32.6)  15 (32.6) 46 
  Recovery (%) 176.2   176.2 86.9 97.3 88.4 101 
Ortho-P: orthophosphate; Pyro-p: pyrophosphate; P-monoester: phosphomonoesters; P-diester: phosphodiesters 
  








Table 3-5に，限外ろ過で分画した高分子量画分(> 10 kDa)と低分子量画分(< 10 kDa)に含まれる，
リンの化学種とその濃度を示した．すべての試験区で，高分子量画分および低分子量画分に含まれ
るリンの回収率はほぼ 100%であった．すべての試験区で，> 10 kDa画分の主要なリン化学種は，リ
ン酸モノエステル類(69–83%)であり，ついでオルトリン酸(5–17%)，リン酸ジエステル類(9–14%)であ
った．< 10 kDa画分の主要なリン化学種は，オルトリン酸(67–78%)であり，ついでリン酸モノエステル
類(18-32%)であった．化肥区と堆肥区においては，< 10 kDa画分にピロリン酸が 4%近く含まれてい
た．  
試験区に関わらず，> 10 kDa 画分の NMR スペクトルには，リン酸モノエステル類の化学シフト範
囲になだらかなピークがみられた(Figure 3-2)．このことは，Humic-P(Doolette et al., 2011; Jarosch et 
al., 2015; McLaren et al., 2015; McLaren et al., 2019)が(超)高分子態として存在していることを示唆し
ている．化肥区(224 mg kg-1)と堆肥区(333 mg kg-1)の，> 10 kDa画分に含まれるリン酸モノエステル
類の濃度は，未耕地区(177 mg kg-1)よりも 1.3–1.9倍高かった(Table 3-5)．四半世紀にわたる施肥が
高分子量画分に含まれるリン酸モノエステル類濃度が増加させることは，先行研究(Condron and 
Goh, 1989)ともよく一致する．< 10 kDa 画分の NMR スペクトルでも，高分子量画分同様のなだらか
なピークが認められた(Figure 3-2)が，複数の低分子量のリン酸モノエステル類化学種のピークが重
複した(Doolette et al., 2011)可能性が示唆される．< 10 kDa画分のリン酸モノエステル類の濃度は，




学種と関連している可能性がある．化肥区と堆肥区の A:O-A比は，未耕地区より低かった (Table 3-
3)．置換脂肪族炭素が優占する土壌の有機態リンは，その炭素骨格が分解作用を受けやすい有機









 すべての試験区で，> 10 kDa画分の NMR スペクトルに，無機態リンであるオルトリン酸ピークが認
められ，特に堆肥区において顕著であった(Figure 3-2，Table 3-5)．この結果は，複数の土壌試料に
おける> 10 kDa 画分の NMR スペクトルで，オルトリン酸ピークが認められなかった McLaren et al. 
(2015)の結果と対照的である．本研究の> 10 kDa 画分にオルトリン酸ピークが含まれていたのは，リ
ンと土壌有機物が，アルミニウムまたは鉄を介して結合した，三重複合体の可能性が示唆される
(Bloom, 1981; Gerke, 2010)．三重複合体は，非晶質のアルミニウムまたは鉄鉱物を含み，炭素含量
が高い土壌に含まれる化学種であると考えられている(Gerke, 2010)．本研究で供試した黒ボク土の
炭素含量は顕著に高く，Aloxおよび Feox含量は McLaren et al. (2015)の土壌よりも一桁多い(Table 




Covex et al., 2013; Takamoto et al., 2021; Werner et al., 2017)．限外ろ過と 31P-NMRを組み合わせる
ことによって得られた本研究の結果は，長らく黒ボク土のリン収着における重要な化学形態である三
重複合体(OM-Al/Fe-P)が存在している可能性を示唆している． 
 31P NMR スペクトルから，リン酸ジエステル類とピロリン酸は 10 kDaを境に分画された(Figure 3-2)．
すべての試験区で，リン酸ジエステル類のピークは> 10 kDa画分でのみ認められ(Figure 3-2，Table 
3-5)，これはデオキシボリボ核酸に由来すると考えられる(Turner et al., 2003)．一方で，ピロリン酸に
該当するピークは，化肥区と堆肥区の< 10 kDa画分でのみ検出され(Figure 3-2，Table 3-5)，ピロリン
酸が< 10 kDa画分で検出されたMcLaren et al. (2015)の結果と一致する．このことはピロリン酸は鉱
物や酸化物の表面で複合体を形成(McBeath et al., 2007)または真菌の生体中に含まれており






ることが多く(Hashimoto and Watanabe, 2014; Yokoyama et al., 2018)，超苦鉄質岩由来土壌に関連し
た土壌の鉱物学的・生化学的プロセスが，ピロリン酸の生成に寄与していることを示唆している． 
 
第 4節 まとめ 
 本研究では(超)高分子構造を有するリン酸モノエステル類(Humic-P)が，耕地および未耕地黒ボク
土の有機態リンにおける主要な形態であることが示唆された．すべての試験区で，> 10 kDa画分のリ
ン酸モノエステル類の濃度が，< 10 kDa画分の 2.7–11.8倍含まれていた(Table 3-5)ことからも裏付け
られる．この差が最も大きかった未耕地区では，高分子量画分に含まれる有機態リンが，有機態リン
の動態の要であることが示唆される．堆肥区の> 10 kDa 画分に含まれるリン酸モノエステル類濃度
は，化肥区よりも顕著に高かった(Table 3-5)．このことは，有機物施用は，土壌の高分子量画分のリ
ン酸モノエステル類の蓄積に寄与する可能性を示唆している．Jarosch et al. (2015)は，アルカリ抽出
物の> 5 kDa 画分に含まれるリンは，酵素に対して安定的で，Pur と正の相関があることを示した．本
研究の> 10 kDa画分に含まれるリン酸モノエステル類の多くも同様に，モリブデン非反応性で，かつ
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 本論文の 2 章では，農耕地から採取したアロフェン質と非アロフェン質黒ボク土に比重分画法，逐
次抽出法，XANES 法，31P-NMR 法を適用して，リンの化学形態ならびに蓄積状態を比重階層別に
明らかにした．3 章では，同一母材の黒ボク土で肥培管理が異なる試験区に含まれるリンを，逐次抽
出法，31P-NMR 法＋限外ろ過法，および 13C-CP/MAS NMR 法を組み合わせて化学形態を明らか
にした．本研究の成果を総括すると以下のとおりである． 
 































由来の有機物が主で，微生物作用の影響が少なく，炭素貯留時間も短い(Sollins et al., 2009; Sollins 
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Table 2-S1. Chemical and physical properties of Tsukuba (allophanic) and Kawatabi (non-allophanic) soils other than those 
listed in Table 2-1.  
Soil pH(KCl) EC Total Fe Total Al  Total Ca 
    mS m-1 ----------------------- g kg-1----------------------- 
Tsukuba 5.7 25.6 69.1 54.9 4.1 
Kawatabi 4.7 4.9 22.1 30.3 2.8 
      
Soil Pd Pox Mg K Ca 
  ----------------------- g kg-1----------------- ---------------------cmolc kg-1--------------------- 
Tsukuba 0.9 1.6 1.4 1.6 10.4 
Kawatabi 0.8 1.9 1.5 1.3 9.0 
      
Soil Sand Silt Clay Soil texture  
  -------------- g kg-1--------------    
Tsukuba 378.8 244.7 317.0 light clay  
Kawatabi 515.9 179.1 195.4 clay loam  
pH: determind by a soil to solution ratio of 1:2.5    
EC: electrical conductivity determined by a soil to solution ratio of 1:5   







Figure 2-S1. Trend of the Fep/Feox, Alp/Alox, and Sip/Siox from low to high density fractions of Tsukuba (allophanic) and 























































Table 2-S2. Concentration of total N, Al, and Fe in the density fractions of Tsukuba (allophanic) and Kawatabi (non-
allophanic) soils. 
Density fraction Total N Total Al Total Fe 
 ----------------------------------- g kg-1 ----------------------------------- 
Tsukuba    
F1 12.8 50.2 27.4 
F2 10.3 70.4 50.2 
F3 6.1 74.5 64.2 
F4 2.6 69.0 66.9 
F5 0.8 61.2 86.9 
Kawatabi    
F1 15.6 51.9 24.8 
F2 13.1 64.7 35.6 
F3 6.7 62.7 28.4 
F4 1.5 59.3 16.2 
F5 0.4 99.7 64.5 
 
Table 2-S3. Correlation table (r) for density fractions of both Andisols between Pi/Pt extracted by Hedley fractionation 
(Figure 3) and chemical properties. 
Hedley fraction Fep Alp Sip Feox Alox Siox Total C Total Al Total Fe 
Tsukuba    
H2O-Pi n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
NaHCO3-Pi 0.56 0.69 0.66 0.32 0.56 0.54 0.44 -0.11 -0.59 
NaOH-Pi 0.79 0.94* 0.93* 0.68 0.91* 0.82 0.72 0.0004 -0.83 
HCl-Pi 0.34 0.52 0.50 0.38 0.56 0.40 0.74 -0.22 -0.68 
Total- Pi 0.78 0.94* 0.92* 0.67 0.91* 0.81 0.73 -0.01 -0.83 
H2O-Pt n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
NaHCO3-Pt 0.24 0.52 0.50 0.01 0.39 0.26 0.80 -0.58 -0.83 
NaOH-Pt 0.89* 0.97** 0.96* 0.85 0.98** 0.92* 0.55 0.25 -0.69 
HCl-Pt 0.19 0.39 0.39 0.25 0.44 0.26 0.75 -0.31 -0.66 
Residual-P -0.53 -0.69 -0.62 -0.40 -0.63 -0.52 -0.66 0.23 0.66 
Total Pt 0.92* 0.88* 0.90* 0.96* 0.94* 0.95* 0.24 0.58 -0.43 
Kawatabi    
H2O-Pi 0.50 0.83 0.64 0.47 0.83 0.64 0.94* -0.61 -0.37 
NaHCO3-Pi 0.71 0.94* 0.81 0.68 0.94* 0.81 0.99*** -0.65 -0.38 
NaOH-Pi 0.91* 1.00*** 0.97** 0.90* 1.00*** 0.97** 0.96* -0.62 -0.33 
HCl-Pi 0.89* 0.94* 0.93* 0.90* 0.94* 0.93* 0.87 -0.37 -0.05 
Total- Pi 0.87 1.00*** 0.95* 0.86 1.00*** 0.95* 0.98** -0.63 -0.34 
H2O-Pt 0.53 0.85 0.66 0.49 0.85 0.66 0.95* -0.61 -0.37 
NaHCO3-Pt 0.66 0.92* 0.77 0.63 0.92* 0.77 0.98** -0.64 -0.37 
NaOH-Pt 0.97** 0.97** 0.99*** 0.96** 0.97** 0.99*** 0.88* -0.57 -0.29 
HCl-Pt 0.78 0.96** 0.87 0.77 0.96** 0.87 0.96** -0.45 -0.14 
Residual-P -0.86 -0.88* -0.86 -0.87 -0.88* -0.86 -0.83 0.53 0.25 
Total Pt 0.94* 0.99*** 0.98** 0.92* 0.99*** 0.98** 0.93* -0.60 -0.31 
*: p < .05, **: p < .01, ***: p < .001 
n.d.: no data 







Figure 2-S2 Selected P K-edge XANES spectra of (a) P associated with Al and Al phosphate and (b) P associated with Fe and 
Fe and Ca phosphate. P-Al-OM: PO4 associated with organo-Al complexes (Prietzel et al., 2016), P-gibbsite: PO4 adsorbed on 
gibbsite, Strengite: FePO4･2H2O, Variscite: AlPO4･2H2O, Hydroxyapatite [Ca5(PO4)3OH], P-ferrihydrite: PO4 adsorbed on 
ferrihydrite. 
 
Table 2-S4. The top three best results of binary combinations of LCF on P K-edge XANES spectra of Tsukuba (allophanic) soil 
including bulk samples and density fractions. 
Sample P-gibbsite P-Al-OM P-ferrihydrite Strengite Variscite P-allophane R-factor 
  ---------------------------------------------%---------------------------------------------   
Bulk 75 25     0.0022 
 80  20    0.0026 
 92   8   0.0026 
1.8-2.0 62 38     0.0026 
(F2) 88    12  0.0031 
 64  36    0.0031 
2.0-2.25 46 54     0.0017 
(F3) 79   21   0.0025 
  54    46 0.0026 
2.25-2.5  30    70 0.0024 
(F4)    6  94 0.0029 
      10     90 0.0029 
R-factor is a residual value for fitting; R = Σ (μexp – μmodel)2 / Σ(μexp)2   
P-gibbsite, P-Al-OM, P-ferrihydrite, P-allophane: P adsorbed on gibbsite, Al complexed with OM, 
ferrihydrite, and allophane, respectively. Strengite: FePO4･2H2O, Variscite: AlPO4･2H2O 






















(a) P associated with Al and
Al phosphate 
(b) P associated with Fe and 






Table 2-S5. The top three best results of binary combinations of LCF on P K-edge XANES spectra 
of Kawatabi (non-allophanic) soil including bulk samples and density fractions. 
Sample P-gibbsite P-Al-OM P-ferrihydrite Variscite P-allophane Hydroxyapatite R-factor 
 ---------------------------------------------%---------------------------------------------  
Bulk  75    25 0.0078 
  77    23 0.0081 
     71 29 0.0091 
1.6-1.8 24 76     0.0011 
(F1)  72   28  0.0012 
  98 2    0.0018 
1.8-2.0 38 62     0.0022 
(F2)  92    8 0.0027 
 82   18   0.0033 
2.0-2.25 35 65     0.0021 
(F3)  68   32  0.0032 
    95       5 0.0032 
R-factor is a residual value for fitting; R = Σ (μexp – μmodel)2 / Σ(μexp)2 
P-gibbsite, P-Al-OM, P-ferrihydrite, P-allophane: P adsorbed on gibbsite, Al complexed with OM, ferrihydrite, 
and allophane, respectively. Variscite: AlPO4･2H2O, Hydroxyapatite: [Ca5(PO4)3OH] 
 
 
Table 2-S6. The concentration and proportion of Pi and Po and recovery rate of Pt extracted by NaOH-EDTA in bulk and each 
density fraction of Tsukuba (allophanic) and Kawatabi (non-allophanic) soils. 
Density 
Pi Po Pi Po Recoverya 
fractions 
 ----------g kg-1---------- ----------％---------- ％ 
Tsukuba  
F1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
F2 0.6 0.1 84.5 15.5 27.3 
F3 0.7 0.3 67.7 32.3 42.6 
F4 0.6 0 100 0 34.8 
F5 0.3 0 100 0 32.7 
Bulk 1.1 0.4 75.0 25.0 71.0 
Kawatabi  
F1 1.3 0.5 71.4 28.6 45.5 
F2 1.2 1.0 54.4 45.6 56.0 
F3 1.0 0.7 57.7 42.3 75.0 
F4 0.2 0.1 61.5 38.5 44.3 
F5 0.1 0 100 0 7.7 
Bulk 1.1 0.7 63.0 37.0 87.1 
n.d.: no data 
aRecovery rate=(Total P by extracted NaOH-EDTA)/(Total P in each sequential fractionation or bulk)*100 
 
